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EL DAÑO CITOGENÉTICO ASOCIADO CON PLAGUICIDAS POR PARTE de comerciantes de 
agroquímicos fue evaluado en el departamento de Matagalpa analizando 
micronúcleos en células bucales (MNBC). Así mismo, fue evaluada la exposición 
crónica a plaguicidas usando la prueba de acetilcolinesterasa  y adicionalmente se 
identificaron mutaciones de manera exploratoria en el gen CYP2D6, implicado en el 
metabolismo de plaguicidas. La comparación entre comerciantes de plaguicidas y 
controles reveló diferencias significativas en las frecuencias de MNBC (6.23±2.2 vs. 
3.63±1.3 MN/2000 MNBC, P<0.001, t de student). Niveles de colinesterasa  indican 
efecto  neurotóxico crónico en los comerciantes de plaguicidas. Estos comerciantes 
utilizan poco o ningún equipo de protección personal así como medidas de 
seguridad. Este es el primer estudio a nivel nacional que reporta efecto citogenético 
de exposición crónica a plaguicidas en comerciantes expuestos.
Palabras clave: genética molecular / comerciantes / plaguicidas / pruebas clínicas 
/ Nicaragua-Matagalpa
1. Introducción
En Nicaragua, el manejo inadecuado de plaguicidas cobra cientos de vidas cada año (MINSA, 
2006), tanto en condiciones laborales como fuera de éstas. En varias zonas agrícolas del 
país se presenta un panorama donde existe alto consumo de plaguicidas y poco control 
sobre el uso e implementación de equipos y medidas de seguridad. A pesar de que en los 
últimos años este tema ha tenido mayor importancia a nivel mundial, hasta ahora no se han 
considerado las implicaciones genéticas que este tipo de sustancia puede tener sobre la 
población que la manipula. 
Entre los efectos de los plaguicidas en la salud humana los de mayor relevancia son las 
intoxicaciones agudas o crónicas, los efectos al sistema inmunológico, el efecto neurotóxico, 
los efectos endocrinos, la toxicidad reproductiva, los efectos genéticos y la carcinogénesis. 
El principal mecanismo de intoxicación por plaguicidas es la inhibición de la enzima 
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acetilcolinesterasa, que es responsable de controlar el neurotransmisor acetilcolina y por lo 
tanto, es monitoreada para evaluar la exposición a plaguicidas. Cuando la colinesterasa es 
inhibida por un plaguicida con estructura similar, se produce un descontrol en la transmisión 
de impulsos los nerviosos, lo cual puede conllevar parálisis y muerte (INCAP et al., 1999).
Según PLAGSALUD et al. (2003), el Istmo Centroamericano ha sido uno de los mayores 
consumidores de plaguicidas del mundo, habiendo importado aproximadamente 1.5 
kilogramos de plaguicidas per cápita sólo en el año 2000. Muchos de los plaguicidas 
actualmente utilizados en Centroamérica son extremada o altamente tóxicos, probados 
carcinógenos, neurotóxicos, toxinas reproductivas o disruptores endocrinos en animales, 
muchos de ellos prohibidos o estrictamente controlados en países industrializados (Wesseling 
et al., 2001; Henao & Arbelaez, 2002).
El daño al ADN es la alteración del material genético y su medida es de gran interés debido 
a que la mayoría de las sustancias carcinogénicas son genotóxicas. Evaluando el daño 
genético se tendría un punto de partida a un riesgo mayor como es el cáncer (Albertini et 
al., 2000). 
A nivel centroamericano existe poca información sobre los efectos genotóxicos en la población. 
Sólo tres estudios en esta región se han enfocado en el daño al ADN humano. Todos fueron 
realizados en Costa Rica y se han limitado, en gran parte, a realizar la investigación con 
trabajadores de  plantaciones bananeras. Por lo tanto, en este estudio se determinó el daño 
citogenético en comerciantes de plaguicidas y en población no expuesta ocupacionalmente 
a estas sustancias, en el departamento de Matagalpa. Se seleccionó el departamento de 
Matagalpa por el gran número de agroservicios existentes en él y por presentar un alto 
índice de intoxicaciones agudas.
2. Objetivos
Objetivo general
Determinar daño en ADN de comerciantes de plaguicidas inhibidores de colinesterasa en el 
departamento de Matagalpa, Nicaragua.
Objetivos específicos
•	 Determinar el nivel de daño al ADN de comerciantes de plaguicidas inhibidores de 
colinesterasa, utilizando el ensayo de micronúcleos en células bucales.
•	 Determinar el nivel de colinesterasa eritrocitaria como parámetro para valorar la 
exposición crónica a plaguicidas.
•	 Relacionar algunos factores del ambiente laboral y hábitos personales con el daño 
genético en los comerciantes.
•	 Determinar polimorfismo de gen CYP2D6 de susceptibilidad genética a la exposición de 
los plaguicidas. 
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3. Metodología
3.1. Área de estudio
Para la presente investigación se seleccionó el departamento de Matagalpa (Ilustración 1) 
como área de estudio. En éste se estima que existen, según el Ministerio de Salud (MINSA, 
2001), alrededor de 42 comercializadores y expendios comerciales. Los municipios de 
Matagalpa y Sébaco fueron seleccionados debido a que centralizan la mayor cantidad de 
agro servicios registrados en el departamento, con 47.6% y 19.0% respectivamente. También 
se seleccionó a Ciudad Darío (4.8%) como un tercer municipio por su cercanía con los 
primeros. 
Ilustración 1: Localización del área de estudio
3.2. Muestra de estudio
Las muestras de todos los individuos participantes fueron tomadas con previo consentimiento. 
La investigación se realizó con 30 muestras biológicas (sangre periférica e hisopado bucal) 
provenientes de personas del sexo masculino expuestas a plaguicidas a nivel de agroservicios 
(grupo expuesto) y 30 muestras de personas del mismo sexo no expuestas ocupacionalmente 
a plaguicidas (grupo control). Se obtuvo información sobre hábitos personales y prácticas 
laborales utilizando una encuesta complementada con observación in situ.
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Criterios de selección:
•	 Ser hombre en edad de 18 a 75 años.
•	 No padecer de anemia.
•	 No haber ingerido bebidas alcohólicas en las 24 horas previas al muestreo.
•	 No haber laborado en gasolineras y/o fotocopiadoras. 
3.3. Micronúcleos en células bucales (MNBC)
Las muestras fueron preparadas para el conteo en el Centro de Biología Molecular (CBM) 
de la UCA y analizadas en el Institut fur Innenraum und Umwelttoxikologie (Instituto 
de Toxicología Ambiental y de Interiores) de la Universidad Justus-Liebig de Giessen, 
Alemania.
La toma y preparación de las muestras para su transporte y conteo se llevó a cabo mediante 
el siguiente procedimiento: Con la boca previamente enjuagada con agua se tomaron células 
bucales del sujeto con un cepillo dental nuevo, frotando la parte interna de las mejías, 
(cachetes o carrillos). Posteriormente se enjuagó el cepillo dental en 20 ml. de solución 
buffer (0.1M EDTA, 0.01 Tris y 0.02 M NaCl, pH 7). Luego se transportaron las muestras al 
laboratorio a una temperatura de 4ºC. Se lavaron las muestras con la misma solución buffer 
centrifugando a 1500 rpm durante 10 minutos. Se tomaron 50μl de la suspensión celular 
y se colocaron en un portaobjetos. Se tiñeron con los tintes celulares no específicos para 
ADN: Giemsa y MayGruwald. Se dejaron secar por 4 horas a 37ºC. Y finalmente se protegió 
el portaobjeto con un plástico líquido (ENTELAN ®).
El análisis y conteo de micronúcleos se realizó mediante observación en un microscopio 
eléctrico a 40X, contando el número total de micronúcleos por cada 2000 células 
observadas. 
3.4. Acetilcolinesterasa eritrocitaria (AChE)
Para la prueba de acetilcolinesterasa eritrocitaria (AChE) se escogieron 60 muestras de 
sangre periférica, de las cuales 30 correspondían a individuos expuestos y 30 a individuos 
del grupo control. Dichas muestras fueron enviadas al Centro Nacional de Diagnóstico 
y Referencia del MINSA, donde se realizó la prueba mediante aplicación del Método 
Titrimétrico o Consumo de Hidróxido de Sodio (NaOH). El Método Titrimétrico se basa en la 
reacción de hidrólisis enzimática de la acetilcolina por la acción de la enzima colinesterasa, 
formándose una cantidad equivalente de colina y ácido acético. La cantidad de ácido acético 
se determina por valoración con solución de hidróxido de sodio 0.01 N y como indicador se 
utiliza el bromotimol azul. 
3.5. Determinación de mutaciones en gen CYP2D6 
Para determinar la susceptibilidad genética a los efectos genotóxicos de los plaguicidas se 
tomaron 4 muestras al azar de sujetos expuestos y controles. Las razones para determinar 
el tamaño de la muestra fueron los altos costos y el tiempo requerido para el análisis. Se 
utilizó el gen CYP2D6 con mutaciones en tres diferentes exones (5, 6 y 9) que han sido bien 
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caracterizados como marcadores moleculares y están involucrados en el metabolismo de 
compuestos xenobióticos. Este gen pertenece a la familia de los CYP450 y sus polimorfismos 
están asociados con enfermedades como el cáncer y neurodegenerativas como el Parkinson 
(Hung, 2004 & Viaggi et al., 2006). Para tal efecto, se realizó primero un aislamiento del ADN, 
una amplificación de los segmentos de interés (exones) utilizando cebadores específicos y 
por último se realizó la identificación de las bandas de ADN haciendo uso de electroforesis 
y revelado en luz ultravioleta.
El procedimiento, en breve, fue el siguiente: Se aisló ADN siguiendo el protocolo aprobado 
por la Sección de Genómica de Cáncer del Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos 
de América (NCI, 2004) con algunas modificaciones. La amplificación del ADN se realizó 
con cebadores (primers) específicos para identificar los polimorfismos del gen CYP2D6 de 
esta investigación, que fueron diseñados en el CBM-UCA por el MSc Ian Roustan Espinoza, 
utilizando el software Biology WorkBench 3.2®, Oligonucleotid Property Calculator® y 
Primer 3®.
3.6. Análisis y procesamiento de información
Para el análisis estadístico de los datos obtenidos mediante la encuesta y la relación 
de las variables de interés, se utilizó el programa SPSS 11.0 (Chicago, IL). Las pruebas 
realizadas fueron de estadística descriptiva, comparaciones simples, correlación de Pearson 
y T de Student, entre los grupos de distintos lugares de muestreo, entre expuestos y no 
expuestos.
El análisis del material cartográfico de la zona en lo concerniente al tema de investigación, 
se llevó a cabo mediante el programa ArcView GIS para análisis de información geográfica. 
Mediante éste se elaboró el mapa de ubicación del área de estudio con la ubicación geográfica 
de los agroservicios muestreados (no se muestra en esta publicación). 
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La metodología utilizada en la investigación se resume en la siguiente ilustración.
Ilustración 2. Etapas del proceso investigativo
Análisis y Procesamiento
de la Información
Ensayo de
Micronúcleos
Prueba de 
Colinesterasa
Reacción en 
Cadena de 
Polimerasa (PCR)
Etapa IV
Tratamiento de
Muestras
Etapa III
Aplicación de
Encuestas
Etapa II
Etapa I
Ubicación Geográfica
Recolección de Información
Factores InfluyentesMuestreo
Revisión Documental
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4. Resultados y discusión
4.1. Encuesta y observación in situ 
Los  resultados de la encuesta sobre los factores influyentes son resumidos en el siguiente 
cuadro:
Cuadro 1. Resumen de resultados de la encuesta.
Encuesta realizada a traba-
jadores de agroservicios y 
muestras controles
Controles Expuestos
N Media ± SE N Media ± SE
Total 30 - 30 -
Edad (años) 19-60 34.7± 11.5 19-60 32.7±12.9
Hábitos de bebida
Ron (L/semana) 3   0.4±0.3 6 1.0 ± 1.1
Cerveza (L/semana) 16 2.1±2.5 13 3.2 ± 4.5
Café (tazas/semana) 26 15.1 ±13.2 30 16.8±14.3
Té (tazas/semana) 0 - 0 -
Hábitos de fumado
Fumador 10 - 13 -
Ligero (<5/semana)) 3   1.3   ± 0.6 0 -
Medio (6-15/semana) 3   11.7 ± 2.9 5   11.2 ± 3.3
Pesado (>15 semana) 4   40.0 ± 16.3 8   43.5 ± 21.5
No fumador 15 - 19 -
Ex-fumador 5   - 0 -
Encuesta realizada a traba-
jadores de agroservicios y 
muestras controles
CONTROLES EXPUESTOS
N Media ± SE N (%) Media ± SE
Salud
Problemas respiratorios 0 - 0 -
Alergias 2 - 2 -
Dermatitis 0 - 2 -
Dolores de cabeza o náusea 0 - 2 -
Condiciones de trabajo
Años de exposición - - 6 ± 6.1 -
Uso de equipo de seguridad: - - 15
Infraestructura de seguridad
Puntaje de cumplimiento             
(PC=0 - 10) 6.8±2.4
Capacitados 16 
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Los datos observados en el Cuadro 1 muestran una comparación entre los resultados 
obtenidos mediante la encuesta realizada a los dos grupos de investigación. Es importante 
señalar que, para fines del análisis, en dicha comparación no se reflejan diferencias 
significativas entre los resultados de ambos grupos en características como consumo de 
licor, café o tabaco de manera global, lo que significa que los efectos de consumo de estas 
sustancias no van a repercutir en diferencias en cuanto a las pruebas de colinesterasa y 
MN.
Se observó que el total de los encuestados que respondieron positivamente al preguntárseles 
sobre la tenencia y uso de equipos de protección personal (EPP), no utilizaba este equipo 
a la hora de la visita. En este sentido, se encontró que un 50% (15) de los expuestos 
afirmó haber recibido capacitación para el trabajo desempeñado, siendo la mayoría de las 
capacitaciones proporcionada por el Estado a través del Ministerio Agropecuario y Forestal 
(MAGFOR), seguido de los distribuidores de plaguicidas, y en menor escala por el MINSA y 
los empleadores.
De los 20 establecimientos comerciales visitados, 16 ocupan un sitio exclusivo para el 
negocio, en tanto que los 4 restantes se encuentran ubicados en casas de habitación. Así 
mismo, 10 se ubican en los mercados municipales, 8 en barrios y uno solo en las afueras de 
la ciudad al lado de establecimientos comerciales de naturaleza similar.  
Los sitios de interés más frecuentemente encontrados en las cercanías de los agroservicios 
fueron casas de habitación, puestos de alimentos y almacenes de uso cotidiano. Sin embargo, 
también se observaron colegios, bares, farmacias y al menos 10 de los agroservicios 
visitados se encontraban a escasos metros de cauces, en los que la lluvia y otros agentes 
ambientales podrían transportar los químicos hasta las fuentes de agua más cercanas, en 
caso de derrames accidentales o provocados.
Entre los plaguicidas encontrados en más del 60% de los agroservicios existen aquellos que 
se han probado como agentes genotóxicos, dentro de los cuales hay varios organofosforados 
como paratión y compuestos organoclorados como 2,4 D.  (Garret et al., 1986), y otros como 
Metamidofós, Endosulfan y Paraquat, que han sido sacados del mercado internacional o 
fuertemente restringidos por su alta persistencia en el ambiente y daños a la salud. 
Cuadro 2. Plaguicidas más comunes encontrados
*Plaguicidas altamente restringidos a nivel mundial
Organofosforado  Carbamato  Orga noclorado  Otros  
*Metamidofós (MTD)  
Glifosatos (Glifosan)  
Malatión  
Terbusag  
Diazinon  
Clorpirifós  
Metil Paratión  
Vidate  
Drametrin  
Nudrin  
Carbofurán  
Metomex  
2,4 D  
*Endosulfan  
Oxicloruro de 
cobre  
*Paraquat 
(Gramoxone)  
Cipermetrina  
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4.2. Prueba de colinesterasa 
Las pruebas de AChe reflejan una mayor cantidad de valores anormales de la enzima en 
los comerciantes de plaguicidas que en controles (6:1), lo que corresponde a inhibición por 
plaguicidas organofosforados y carbamatos. 
Cuadro 3.  Nivel de colinesterasa 
        
aDiferencia significativa entre grupos Control y Expuestos (z=2.5, IC: 99%)
*Valores normales: 0.35-0.45 ml consumidos de NaOH 0.01 N o  >62.5% Método de 
Lovibond.
En el caso de la muestra tomada se espera que los valores se encuentren estrechamente 
relacionados con el contacto de los individuos muestreados con plaguicidas a causa de la 
actividad desempeñada. Sin embargo, es importante mencionar que pueden existir valores 
por debajo de la referencia no sólo debido a los plaguicidas, sino a factores tales como la 
nutrición, el estado de salud, la variabilidad genética, y quizás el único sujeto con valores 
bajos de colinesterasa en los controles se deba a estas razones. 
El único sujeto afectado del grupo control no consumía licor, no fumaba y nunca había 
trabajado con plaguicidas. Sin embargo, poseía familiares con cáncer y asma, lo que sugiere 
alguna deficiencia genética.
4.3. Ensayo de micronúcleos
Los resultados resumidos en el Cuadro 4 muestran la frecuencia de micronúcleos obtenidos 
de individuos expuestos ocupacionalmente a plaguicidas, en comparación con una población 
no expuesta de la misma localidad. La información fue analizada para conocer el efecto de 
la edad, del fumado y del tiempo de exposición a los plaguicidas.
GRUPO *Valores anormales de colinesterasa
Control 1
Expuestos 6a
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Cuadro 4. Frecuencia de micronúcleos encontrados en comerciantes de plaguicidas y grupo 
control en células epiteliales.
Estadísticos MN/2000 células(Promedio ± Desviación estándar) Rango N
1. MN en grupo 
Control 3.63±1.3 5 (1-6) 30
2. MN en Expuestos 6.23±2.2ª 9 (2-11) 30
2. 1  MN en grupo expuestos agrupados por edad
MN en Edad
19-30 6.53±2.8 9 (2-11) 15
MN en Edad
31-42 5.77±1.7 5 (3-8) 9
MN en Edad
43-61 6.16±0.7
b 2 (5-7) 6
2.2 MN en  comerciantes agrupados por tiempo de exposición (TE) en años
MN en TE 0.5-3 5.90±2.6 7 (2-9) 11
MN en TE 3-9 6.08±2.5 9 (2-11) 13
MN en TE 10-25 6.33±1.03c 3 (5-8) 6
2.3 MN en grupo comerciantes agrupados por fumado
MN en Fumador 5.80±2.7 9 (2-11) 10
MN en No Fumador 6.45±2.0C 7(3-10) 20
a Diferencia muy significativas entre los grupos expuestos y control (con un valor P<0.001 y 
IC=99%).
b Diferencia entre grupos de edades no significativa (con un valor P= 0.277 y IC=95%).
C Diferencia  no significativa (con un valor P>0.05 y IC= 95%).
Ilustración 3. Micronúcleo en célula 
epitelial 
Fuente: Fotografía en microscopio a 40X por 
Dr. Richard Gminski, Universidad Justus-
Liebig-Giessen. Alemania.
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En la Ilustración 3 se puede apreciar un micronúcleo en una célula epitelial de tamaño 
considerable, lo que representa un cromosoma completo, mientras que los MN pequeños se 
consideran como fragmentos de cromosomas separados del núcleo.
Ilustración 4. Cajas MN en Expuestos y Control (P<0.001 y IC=99%)
El grupo de personas expuestas a plaguicidas refleja una frecuencia significativamente 
mayor con respecto al control  (P<0.001 y IC=99%), teniendo a su vez, mayor variabilidad 
en los datos, lo que comprueba el efecto genotóxico de los plaguicidas.
Comparando la frecuencia de MN con la presentada en otros estudios se observa que los 
datos están dentro de los rangos comunes, tomando en cuenta el método de tinción –ya 
que con Giemsa se espera un mayor número de MN que con otros medios de tinción como 
Feulgen o DAPI (Nersesyan et al., 2006). 
Los resultados concuerdan con estudios como los de Carbonell et al. (1993), Figgs et al. 
(2000) y Gómez et al. (2000), que encontraron diferencias significativas entre controles 
y expuestos. Este último encontró en México diferencias entre floricultores expuestos a 
plaguicidas y un grupo control.
Sin embargo, hay otros estudios en los que no se encuentran efectos genotóxicos a pesar 
de exposición a plaguicidas, lo que podría atribuirse a la puesta en práctica de medidas/
equipos de seguridad y al tipo de exposición (tiempo, intensidad y tipo de plaguicida), como 
se refleja en estudios realizados por Carbonell et al. (1990) y por Pastor et al.  (2001 y 2002) 
en poblaciones europeas de Grecia y Hungría.
Los expuestos agrupados por fumado, edad y tiempo de exposición, no reflejaron diferencias 
significativas (IC=95%), aunque los grupos de tiempo de exposición reflejan una tendencia 
a incrementar.
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Ilustración 5. Frecuencia de MN por tiempo de exposición (años).
La relación del tiempo de exposición, aquí descrito en años, es una medida general de 
expresar la exposición. Se percibe un leve incremento en la frecuencia de MN a medida 
que el sujeto labora como comerciante de plaguicidas por más tiempo. Sin embargo, esto es 
sólo una tendencia ya que las diferencias no son  significativas como se ha encontrado en 
estudios anteriores, como los de Bolognesi et al. (1993) y Gómez et al. (2000). La tendencia 
concuerda con estudios en los que se demuestra que a mayor exposición a la sustancia 
tóxica, mayor es el efecto. 
4.4. Determinación de mutaciones en gen CYP2D6 (PCR) 
El tamaño de las bandas encontradas en el gel de agarosa, correspondientes a los 
polimorfismos encontrados en el gen CYP2D6 de 4 individuos, 2 expuestos y 2 controles, 
reflejan mutaciones en los exones 5 y 6 con tamaños de 1445 pb y 1405 pb respectivamente. 
En cambio, las bandas del exón 9 no fueron específicas y no se logró determinar un tamaño 
de banda.
Las siguientes fotografías muestran los resultados correspondientes a:
5.7
5.8
5.9
6
6.1
6.2
6.3
6.4
TE  < 3 TE  3-9 TE  10<
Encuentro 2007/ Año XXXIX, N° 78, 76-91

2 comerciantes de plaguicidas (expuestos a plaguicidas)
2 sujetos controles (no expuestos ocupacionalmente a plaguicidas)
Esta es la primera vez que se reporta este gen CYP2D6 –de importancia metabólica para 
plaguicidas en la población nicaragüense– y al no conocer su frecuencia se comparó 
con estudios en donde se ha tomado en cuenta este gen y los efectos de los plaguicidas, 
encontrándose que los defectos en este gen afectan la susceptibilidad de la acetilcolinesterasa 
a ser reducida por organofosforados, pero no por carbamatos (Costa et al. 2003) y que en 
los individuos con menor capacidad metabolizadora del gen, se observa un mayor riesgo a 
ciertos agentes neurotóxicos (Matoh et al. 2003).
La información sobre mutaciones en el gen CYP2D6 en esta investigación es de carácter 
exploratorio y requiere de una investigación más profunda al respecto, tomando en 
cuenta más sitios de mutación, una muestra mayor, así como secuenciación de nucleótidos 
específicos.
5. Conclusiones
A partir de los resultados obtenidos  se concluye que:
	 El ensayo de micronúcleos en células epiteliales demostró un incremento significativo 
en daño genético en comerciantes de plaguicidas, lo que representa un riesgo de 
envejecimiento prematuro y desarrollo de enfermedades.
	 Los comerciantes de plaguicidas estudiados se encuentran afectados por inhibición de 
acetilcolinesterasa, afectándose el sistema nervioso. 
	 Existe un incumplimiento de regulación respecto a la localización de agroservicios y las 
condiciones de trabajo e infraestructura que garanticen la seguridad del trabajador y la 
respuesta rápida ante accidentes. 
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6. Recomendaciones
A partir de las dificultades encontradas durante el proceso investigativo se propone:
•	 Establecer convenios entre los ministerios y los institutos de investigación del país con el 
objetivo de reunir esfuerzos, experiencias y recursos en la realización de investigaciones 
de interés nacional.
•	 Promover investigaciones que complementen los resultados obtenidos en el presente 
estudio (como evaluar la calidad genotóxica del agua) y realizar réplicas del mismo en 
otras zonas del país.
•	 Investigar la presencia y distribución de polimorfismos de genes de interés metabólico 
en la población nicaragüense con el objetivo de conocer la susceptibilidad de la población 
a diferentes compuestos y tomar medidas al respecto.
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